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 Bacteria Eukaryotes Total 









Healthyt0 187058 101891 1057 149561 116171 101236 336619 218062 102293 
HealthyD1 156795 87314 1630 122932 105324 91316 279727 192638 92946 
HealthyMF 115106 87536 39101 155963 128718 113336 271069 216254 152437 
HealthyFF 176803 140748 114457 204918 159046 137148 381721 299794 251605 
Rottent0 247598 175776 32402 427632 311732 275651 675230 487508 308053 
RottenD1 197261 143346 28006 348188 277696 249161 545449 421042 277167 
RottenMF 118589 88681 19267 333245 267481 243875 451834 356162 263142 
RottenFF 146690 107150 2994 275136 238860 222353 421826 346010 225347 
Botrytizedt0 215983 139773 25024 209529 160971 136889 425512 300744 161913 
BotrytizedD1 211867 139867 28455 176344 134603 113884 388211 274470 142339 
BotrytizedMF 217797 141060 53010 237642 181350 156396 455439 322410 209406 
BotrytizedFF 150132 109777 37587 157124 128101 112804 307256 237878 150391 
Total 2141678 1462919 382990 2798214 2210053 1954049 4939892 3672972 2337039 
% Filtering 35,23%   23,69%   29,21%   
Average/sample 178473 121910 31916 233185 184171 162837 411658 306081 194753 
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Saccharomyces cerevisiae Torulaspora delbrueckii Hanseniaspora uvarum Starmerella bacillaris 
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Aplicación de técnicas de secuenciación de nueva generación 
para la detección de Brettanomyces y otros contaminantes 
microbiológicos en el vino de crianza y durante el embotellado 
 
María del Carmen Portillo y Jessica Lleixa  




Las contaminaciones microbiológicas del vino son muy perjudiciales por las considerables 
pérdidas económicas que representan para el sector vitivinícola y porque, si no son 
detectadas a tiempo, repercuten gravemente sobre la reputación y economía de la bodega 
productora. Esta situación es aún más grave en el caso de los vinos de crianza por el valor 
añadido de los mismos. 
Brettanomyces bruxellensis (fig. 1) ha sido 
caracterizada históricamente como el principal agente 
responsable de la formación de fenoles volátiles como 
el 4-etilfenol, 4-etilguaiacol y tetrahidropiridinas, que 
producen aromas desagradables que alteran el vino 
sobre todo en las últimas etapas. Aunque no es 
necesariamente muy abundante, Brettanomyces se ha 
detectado en la uva y en el equipo de la bodega,1 y 
prolifera durante la crianza del vino y embotellado 
donde las poblaciones aumentan de manera lenta pero 
sin competencia, originando los principales riesgos. 
Es destacable señalar que es muy probable que 
ninguna región vitivinícola esté libre de este microorganismo y que no hace falta un gran 
número de células de Brettanomyces para desarrollar la alteración, ya que por encima de 
1000 células/mL la calidad organoléptica del vino está seriamente comprometida. Sin 
embargo, la relación presencia de Brettanomyces-deterioro del vino no es siempre evidente. 
En algunos estudios de nuestro grupo de investigación se han detectado especies alterantes 
como Brettanomyces tanto en vinos deteriorados como en vinos sin ninguna alteración 
aparente.2 
Entre los motivos de su proliferación se encuentran: 
 un estado sanitario deficitario de la uva de partida con lo que la concentración de 
levaduras iniciales sería inaceptablemente elevada; 
 etapas prefermentativas, aunque se realicen a baja temperatura, ya que el 
crecimiento de B. bruxellensis solo se ve inhibido por debajo de 8ºC; 
 exceso de nutrición durante la fermentación que produzca azucares residuales o 
aminoácidos y sales amoniacales que la levadura podrá usar para su crecimiento 
después de la fermentación; 
 una relación inadecuada entre pH y contenido de sulfuroso, puesto que los pH 




. . Figura 1. Imagen al microscopio de un 
cultivo de Brettanomyces bruxelensis 
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 una limpieza inadecuada de las barricas; 
 presencia de oxígeno que estimule la producción de acidez volátil. 
Detección en bodega 
La detección en bodega de Brettanomyces se suele realizar mediante análisis sensoriales o 
de cromatografía gaseosa de los vinos en crianza para detectar la presencia de 4 etilfenol/ 
guayacol. Sin embargo, este método suele ser confirmativo, pues cuando se detecta el 
compuesto implica que la población de esta levadura es bastante elevada con lo que reparar 
la alteración resulta muy complicado. 
Otros métodos de detección se basan en el empleo de medios de cultivo, como el 
DBDM,3 con agentes selectivos y diferenciales para evitar el crecimiento de otros 
microorganismos como levaduras, bacterias lácticas, etc., que poseen tasas de crecimiento 
mayor. Por otro lado, es necesario tratar volúmenes elevados de vino porque las poblaciones 
de Brettanomyces que suponen riesgo en vino se han determinado en 10 UFC/mL y el 
crecimiento lento de esta levadura hace que los tiempos de incubación sean de 8-10 días, 
posponiendo así la detección del problema. 
Además, otro factor que complica su detección en el vino es la presencia de células en 
estado viable pero no cultivable (VPNC),4 efecto que viene dado por la adaptación de estos 
microorganismos a condiciones extremas del vino (concentraciones de etanol, polifenoles, 
SO2, ausencia de oxígeno, etc.). El fenotipo de VPNC se caracteriza por la incapacidad de 
las células de crecer en medio de cultivo aunque mantengan su actividad metabólica o 
celular de forma que pueden volver a ser cultivables cuando las condiciones ambientales 
sean favorables. Este fenómeno podría inducir a falsos negativos o infravaloración en placa 
de vinos con una considerable concentración de la levadura en este estado fisiológico, lo 
que supondría un riesgo para el vino analizado.2,4 
Ventajas de las nuevas técnicas moleculares 
Recientemente, la utilización de técnicas moleculares basadas en el material genético 
supone una ventaja respecto a las técnicas clásicas basadas en el cultivo. Las técnicas 
moleculares utilizadas incluyen análisis como la restricción del DNA mitocondrial,5 PCR-
RFLP,6,7 PCR-RAPD,5 PCR con cebadores específicos8 y PCR anidada.9 
Sin embargo, muchas de estas técnicas necesitan un paso de enriquecimiento previo para 
extraer el DNA de forma que son técnicas semicuantitativas. Por ello, se está tendiendo al 
uso de qPCR para la detección específica y cuantificación de B. bruxellensis directamente 
del vino. Aunque estas técnicas reducen el tiempo de análisis con respecto a las técnicas de 
cultivo y detectan incluso las células VPNC, al usar el DNA se detectan tanto células vivas 
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Gracias a la introducción del bromuro monoazódico de etidio (EMA) o bromuro moazódico 
de propidio (PMB) combinados con la qPCR se han podido detectar únicamente las células 
vivas.2 Sin embargo, es necesario optimizar la concentración de EMA para ensayos 
diferentes y la concentración de etanol afecta los resultados.2 
 El RNA es considerado como un buen indicador de viabilidad ya que se degrada más 
rápidamente que el DNA10 aunque también es dependiente del gen usado para la detección. 
El problema principal de la qPCR a partir tanto de DNA como de RNA es que la qPCR solo 
detecta y cuantifica los microorganismos diana para los cuales hayamos diseñado cebadores 
de amplificación específicos y se desconoce si dichos microorganismos son los únicos 
implicados en el deterioro del vino. 
En la actualidad, el estudio de la diversidad microbiana puede realizarse mediante una nueva 
técnica molecular denominada secuenciación masiva o HTS (de sus siglas en inglés high 
throughput sequencing).Consiste en la secuenciación de miles de secuencias por cada 
muestra tras la extracción directa de ácidos nucleicos de la matriz que se esté estudiando, 
en nuestro caso el vino. Existen diferentes tecnologías de secuenciación masiva11 cada una 
con sus ventajas y desventajas.12,13 
El estudio de la composición microbiana se realiza de forma habitual mediante la 
amplificación de genes de interés taxonómico (normalmente el gen rRNA 16S para bacterias 
y el gen de rRNA 18S o el ITS para hongos) y puede ofrecer la proporción de los distintos 
grupos taxonómicos dentro de un alimento mediante la secuenciación de estos genes y su 
comparación con las bases de datos de referencia que proporcionarán la identificación de 
las distintas secuencias con lo que, además, tiene carácter cuantitativo. 
En los últimos años, la secuenciación masiva se ha aplicado en prácticamente todos los 
campos de investigación de microbiología incluidos estudios sobre alimentos aunque el coste 
de estos análisis y el requerimiento de habilidades específicas bioinformáticas aún limitan 
su aplicación industrial. 
Muchos de estos estudios tenían un marcado carácter de ecología microbiana (revisado en 
Ercolini).14 Por ejemplo, en el ámbito del vino se ha utilizado esta técnica para describir el 
microbioma del viñedo15-19 y las bodegas e instalaciones.15 Zarraonaindia et 
al.18 demuestran que la microbiota de la vid viene influenciada por las bacterias del suelo 
en el que se encuentran, las cuales son una importante fuente para las bacterias 
encontradas en la planta y uva. En esta misma línea, Portillo et al.19 demuestran que no 
solo la variedad de uva y el viñedo influyen en la microbiota residente en los racimos, sino 
que, además, factores como la orientación geográfica del viñedo marcan las diferencias en 
la composición bacteriana de las uvas dentro de la denominación de origen del Priorat (fig. 
2). 
  
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
INFLUENCE OF NON-SACCHAROMYCES YEAST ON WINEMAKING AND QUALITY 





Figura 2. Gráfica de escalado multidimensional (EMD) de las distancias Unifrac (matrices de distancia entre muestras 
generadas tanto con la composición taxonómica de cada muestra como con la abundancia de cada OTU) entre las 
muestras de mostos de garnacha y cariñena pertenecientes a cinco viñedos del Priorat, FB: Ferrer Bobet; MM: Mas 
Martinet; JS: Jaume Sabaté; RD: Roca las Dotze; MB: Mas Botó. (A) Agrupamiento de las comunidades bacterianas 
según la variedad con las réplicas de muestras incluidas en círculos negros (RANOSIM= 
0,191; P=0,005). (B) Agrupamiento de las muestras de mostos de garnacha y cariñena según la orientación geográfica 
de los viñedos (RANOSIM= 0,84; P=0,001). 
  
Brettanomyces no ha sido detectada entre las cientos de especies descritas como 
componentes del microbioma de la vid, mientras que Saccharomyces cerevisiae sí fue 
detectada, aunque poco 
Por lo tanto, la identificación de los nichos naturales donde B. bruxellensis se encuentra es 
uno de los retos que limitan nuestro entendimiento sobre su biología y cómo se ha 
dispersado globalmente. Podríamos esperar que con el descenso en los costes de 
secuenciación próximamente se pueda revelar la presencia de esta especie fuera del 
ambiente de las bodegas. 
Las técnicas de HTS también se han aplicado ampliamente al estudio de la fermentación de 
alimentos o su deterioro microbiano14 y, recientemente, se ha puesto de manifiesto la 
capacidad y potencial de estas técnicas de HTS para poder detectar contaminaciones en 
alimentos y su posible trazabilidad en el entorno en el cual se procesan dichos 
alimentos.20 Hay que recordar que en muchos alimentos existen microorganismos 
pertenecientes al mismo género y en estos casos los estudios de HTS basados en secuencias 
muy cortas a nivel de género no serían de utilidad para diferenciar entre dichas especies. 
En estos casos, para obtener información a nivel de especie habría que tener como diana 
fragmentos más largos incluyendo más regiones variables de los genes taxonómicos o bien, 
complementar la técnica de HTS con alguna técnica de tipificación de especies como la RFLP 
(por ejemplo, Bokulich et al.21). 
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La ventaja indudable que las técnicas HTS aportarían al estudio del deterioro en el vino es 
que, al obtener miles de secuencias para una única muestra, se puede tener una descripción 
detallada de todos los microorganismos presentes en el deterioro y el cambio poblacional 
previo a la proliferación de un determinado microorganismo responsable de la alteración, 
con lo que podría tener carácter predictivo. 
Además, las técnicas HTS pueden procesar cientos de muestras simultáneamente y se 
pueden realizar tanto a partir de DNA como de RNA, con lo que se podría tener información 
tanto de los microorganismos presentes, como los metabólicamente activos en el momento 
del deterioro, respectivamente. Por otro lado, mediante la metatranscriptómica 
(secuenciación masiva de todos los genes que se están transcribiendo en un determinado 
momento) se podría tener información de las interacciones metabólicas entre los distintos 
microorganismos implicados en el deterioro del vino. Todas estas técnicas basadas en 
secuenciación masiva, sin duda ofrecen una oportunidad para un estudio más detallado de 
los microbios responsables de la fermentación del vino y en su caso, de su posible deterioro. 
Aunque las técnicas HTS no sean aplicables a corto plazo por las bodegas como rutina debido 
a los elevados costes de inversión en la tecnología necesaria y el grado de conocimiento 
específico que se necesita para realizar dicho análisis e interpretación de datos, sí que se 
pueden desarrollar servicios a bodegas, en la línea de la compañía Biome Makers ya citada, 
para que realicen análisis periódicos de poblaciones en vinos de crianza y así poder prevenir 
posibles contaminaciones microbianas. 
  
Hacia un mapa mundial de perfiles microbiológicos en regiones vitivinícolas 
Un ejemplo de aplicación de HTS en el mundo comercial lo constituye Biome Makers, 
una empresa fundada por españoles con sede en San Francisco que ha apostado por 
introducir las técnicas genómicas en el mundo del vino. Actualmente ofrecen el 
estudio de suelo de viñedos que permite crear un mapa mundial de los perfiles 
microbiológicos en las diferentes regionales de vino y ver su evolución a lo largo de 
los años, con el objetivo de descifrar la influencia del suelo tanto en el proceso de 
vinificación como en el tipo de variedad de uva. 
 
Esta empresa ha sido seleccionada por el primer programa de aceleración de 
empresas biotecnológicas en el área de la genética existente a escala mundial, 
promovido por la multinacional Ilumina (empresa líder en tecnología de secuenciación 
masiva). 
Más información en www.wineseq.net/ 
 
 
Con la filosofía s gún l  cual, «el micr bioma da una identidad única al terruño», 
WineSEQ propone identificar comunidades microbiológicas en diferentes regiones 
vitivinícolas del mundo, que permitan comparar entre distintas localizaciones para 
mejorar la calidad del vino. 
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